





与牛血清白蛋白偶联后作为抗原 ,采用皮下多点注射免疫的方法免疫大鼠。经过 3个月的免疫 , 获得抗 Tα的多克隆抗体 。结
果:用间接酶联免疫吸附(ELISA)方法 , 测得抗体效价超过 4 096。蛋白印迹(Western blot)检测结果显示 , 该抗体能特异性地与
胸腺素α1 抗原产生明显免疫亲和反应。结论:所制备的抗体具有很好的灵敏性和特异性。
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Abstract　Objective:To prepare specific antibody against Thymosin α1.Methods:Thymosinα1(Tα1 , 28 peptide)was conjuncted with
BSA as immune antigen , rats were immunized and the polycolonal antibody to Tα1 was obtained.Results:With ELISA detection , the titer of an-
tibody was more than 1:4 096;Western blot analysis showed that the antibody can bind with Tα1 specifically.Conclusion:The prepared anti-
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1.2　方法
1.2.1　胸腺素 α1与 BSA 偶联复合体的制备 　将
1.5mg Tα1和 2mg BSA溶于 1.8 ml PBS缓冲液(0.1
mol L ,pH7.4)中 ,慢慢加入 60%戊二醛 25 μl 、再加
0.15 mol NaCl 至 Tα1 的终浓度为 0.1 mg ml。置
25℃恒温 ,振荡器中轻微振荡 2.5到 3 h 。
1.2.2　抗体血清制备　卡介苗致敏:大鼠养在室内
一段时间(2 w左右),观察其健康状态良好后 ,于每
只大鼠后足掌各注射 0.05 ml卡介苗(浓度为 75 mg 
ml);卡介苗致敏 2 w 后 ,取一定体积的 BSA-Tα1偶
联产物做抗原 ,与等体积完全佐剂混合 ,经充分乳化
后 ,进行第 1次免疫注射 ,位点在大腿肌肉及 窝 ,
剂量:每点 0.2 ml。2 w后 ,第 2次免疫 ,注射位点在
脊椎两旁各 4 个 ,共 8 点 ,每点 0.2 ml腹股沟各 1
点 ,每点 0.2 ml。2 w 后 ,第 3次免疫 ,位点在背部脊
柱旁各 3个 ,每点 0.2 ml;腹股沟及腋下各 1点 ,每
点 0.2 ml。以后 ,每隔 20 ～ 25 d用不完全剂与 Tαl-
BSA偶联复合物经乳化后进行背部多点免疫;3个
月最后 1次免疫后的第 7 天断尾采血 ,4℃冰箱过
夜 ,离心获得血清 。用 ELISA法测定其效价 ,证实达











方法 ,Tα1 用 pH9.6碳酸盐冲液稀释成 5 μg ml后 ,





脂奶粉按 1∶1 400 稀释酶标二抗-兔抗大鼠-HRP。
加底物:加入 TMB温育 10 ～ 15 min后 ,加入 2 mol L
H2SO4 终止反应。读数:用 BIO-RAD3550酶标仪在






方法进行 SDS-PAGE 电泳 ,再电转
至PVDF 膜上 ,其中 Tα1部分凝胶电转 45 min 后切









2.1　抗体的制备　由于 Tα1 属小肽 ,其免疫原性
差 ,必须与一载体蛋白偶联后免疫动物 ,才能提高其
免疫原性 ,把 Tα1 与 BSA偶联后 ,免疫大鼠制得抗




抗体的一个关键步骤 ,在抗原免疫过程中 ,第 1 ,2 , 3





较容易饲养 ,活力强 ,不易在免疫途中死亡;其二 ,个
体适中 ,所用抗原量不大 ,由于其个体比小鼠大 ,因
而血量相对多 ,制备的血清量大。我们通过上述方
法从一只大鼠中可以获得 5 ～ 6 ml的免疫血清 。
2.2　抗体的鉴定
2.2.1　ELISA 检测　ELISA 具有其特异性强 ,灵敏
度高的优点 ,在条件适宜下 ,能准确测定血清抗体效
价 ,由于所制备的抗体偶联上 BSA ,因此 ,在包被液
和一 、二抗稀释液中不应包含 BSA ,本试验用进口新
西兰脱脂奶粉作封闭 ,浓度为 5%,达到较好的效
果 ,以未免疫血清作对照进行 ELISA 检测 ,测得 OD
值见表 1。一般医用胸腺肽含 Tα1 成分 ,以医用胸







Tab.1　Determination of ELISA of antibody titeration
Item 1∶16 1∶32 1∶64 1∶128 1∶256 1∶512 1∶1 024 1∶2 048 1∶4 096
Positive serum 0.84 0.75 0.64 0.51 0.42 0.32 0.29 0.21 0.11
Negative serum 0.13 0.11 0.09 0.07 0.05 0.03 0.02 0.01 0.008
P N >2.1 >2.1 >2.1 >2.1 >2.1 >2.1 >2.1 >2.1 >2.1
表 2　以医用胸腺肽针剂代替纯品 Tα1 检测抗体效价
Tab.2　Determination of ELISA of antibody titeration with thymosin instead of Tα1
Item 1∶16 1∶32 1∶64 1∶128 1∶256 1∶512 1∶1 024 1∶2 048 1∶4 096
Purified serum 0.75 0.68 0.60 0.55 0.51 0.48 0.41 0.31 0.20
Un-purifred serum 0.65 0.58 0.49 0.41 0.35 0.22 0.18 0.11 0.09
Negative serum 0.15 0.11 0.09 0.07 0.05 0.03 0.02 0.01 0.009
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达干扰素 mRNA
[ 7]
。本实验从 ConA和 PHA 刺激的





一般认为 ,成纤维细胞分泌 β-干扰素 ,淋巴细胞
分泌γ-干扰素。二者在免疫反应中所起的作用 、作
用的靶细胞及作用方式都不尽相同 。但鸡干扰素在
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图 1　SDS-PAGE电泳结果和 Western blot分析
Fig.1　Results of SDS-PAGE(A)and Western blot(B)analys-
is
Note:1 ,4.medical thymosin;2 ,5.TαM:Protein siza markers;3 , 6.BSA.
2.2.2　Western blotting 鉴定　医用胸腺肽针剂 、纯
品Tα1 、BSA按上述蛋白印迹检测方法 ,SDS-PAGE电
泳后经考马斯亮蓝染色 ,结果见图 1(A)。另一部分
电泳后电转至 PVDF 膜上进行蛋白印迹 ,由于分子
量相差悬殊 ,因此采用分批电转时间过长而有所损
失。经我们多次试验证明 ,分批电转的效果较理想 。
蛋白结果见图 1(B)。由图 1可以看出 ,分别在 3 ～
4 ,3及 60-70 kD附近均有明显的免疫亲和反应。多
数厂家的医用胸腺肽针在 3 ～ 4 kD 有明显反应带 。
结果证明所制备的抗血清能专一地识别胸腺 Tα1及
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